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論文内容の要旨
哺乳類の卵母細胞が生殖に寄与するためには，その形
成過程において，減数分裂，細胞質の成熟，そしてゲノ
ムインプリントを完了することが必要である。ゲノムイ
ンプリントは，雌雄特異的なエピジェネティック修飾の
パターンにより，雌雄のゲノムを明確に差別化する機構
であり，それを欠如した受精卵は着床後に致死となるこ
とから，インプリントの確立は哺乳類の生殖細胞におい
て不可欠な機構である。しかしその分子機構はまだ十分
に理解されていない。ゲノムインプリントの分子機構と
して最も良く知られるのが DNAのシトシン-グアニン
と続く CpG配列のシトシンのメチル化である。生殖細
胞で確立された DNAメチル化によるインプリントは受
精後父母アレル間でメチル化状態の異なる領域
（Differentially Methylated Regions ; DMRs）を形成
し，これによってインプリント遺伝子の片親性発現を制
御している。DNA を新規にメチル化する活性を持つ
DNA メチル基転移酵素 DNMT3A およびその補因子
DNMT3Lは生殖細胞のメチル化インプリントに不可欠
であり，いずれか一方だけでも欠損したマウス卵子は卵
子特異的メチル化インプリントを欠如し，受精後の胚に
おいてインプリント遺伝子の発現異常をもたらし妊娠中
期までに致死となる。一方，DNMT3Aには N末端側の
短いヴァリアント（DNMT3A2）が存在し，卵母細胞の
インプリントにいずれの DNMT3Aが寄与しているのか
は解明されていない。また，マウス卵子形成過程におけ
る DNAメチル化インプリントは，出生後すぐの非成長
期（ng）卵母細胞ではまったく付加されていないが，
成長期に入ると徐々に確立されていき，フルサイズ
（fg）卵母細胞までに完全に確立することが知られてい
る。しかしながら，DNMT3A/DNMT3L の存在がイン
プリントを引き起こすのに十分であるかは不明である。
本研究では，卵子特異的ゲノムインプリントの分子機
構を解明することを最終目的として，Dnmt3a/Dnmt3L
コンディショナルトランスジェニックマウスを用いた分
子生物学的解析を行い，ゲノムインプリントにおける
DNA メチル基転移酵素の役割を明らかにするととも
に，卵母細胞ゲノムがメチル化修飾を受けるための機構
を考察した。
1． 卵子形成過程における Dnmt3a および Dnmt3L
の発現解析
卵子形成過程における DNAメチル化インプリントを
行う責任分子を正確に把握するために，Dnmt3a およ
び Dnmt3Lの卵子形成過程における発現解析を行った。
野生型の生後 0-3日齢，10日齢および成体の C57BL/
6Nマウスより，ng卵母細細胞，成長期卵母細胞および
fg 卵母細胞を採取し，定量 PCR およびウェスタンブ
ロットにより発現解析を行った。成長期卵母細胞はサイ
ズに応じて 40-49mmと 50-59mmの 2種類に分類した。
その結果，mRNAおよびタンパク質のいずれにおいて
も，主要に発現している新規 DNAメチル基転移酵素は
DNMT3A2であることが明らかになった。また，DNMT
3A2および DNMT3Lの両者は ng卵母細胞ではほとん
ど発現が認められなかったが，成長期を通して発現量を
増加させ，fg卵母細胞までにその発現はピークとなっ
た。以上のことから，DNAメチル化インプリント確立
の責任分子は DNMT3A2/DNMT3L（以下 DNMTs）で
あることが強く示唆された。また，ng卵母細胞におけ
る非メチル化状態は，DNMTsが発現していないことに
起因する可能性が示唆された。
─ 28 ─
2． 2A peptideを用いた雌性生殖系列における遺伝子
過剰発現系の構築
1．において卵子形成過程におけるメチル化インプリン
トの責任分子が示されたことから，仮に DNMTsの存
在がインプリントの十分条件であれば，ng卵母細胞に
おいて DNMTsを早期に発現させることで，メチル化
インプリントが誘導されると考えられた。
2A peptideは，近年同一のプロモーターから複数の
遺伝子を発現させるための手段として利用されている。
しかし，2A peptideの機能の報告は体細胞に限られて
おり，雌性生殖系列における 2A peptideの機能を報告
した例はない。そこで，DNMTsを雌性生殖系列で過剰
発現させるための端緒として，コンディショナルトラン
スジェニック（Tg）マウスを用いた実験系の構築を
行った。
2-1. 2A peptide を用いたコンディショナル発現ベク
ターの構築
本研究では，過剰発現を行う標的遺伝子として，
DNMT3A2を選択した。また，遺伝子を十分量発現さ
せるため，恒常的発現プロモーターと Cre/loxPシステ
ムを組み合わせたコンディショナル発現系をデザインし
た。CAGプロモーター下流に loxP-EGFP-polyA-loxP-
mCherry-T2A-Dnmt3a2-polyA配列を挿入したベクター
を構築した（p2lox）。in vitroで loxPおよび EGFPを
脱落させたベクター（p1lox）と p2lox のそれぞれを
NIH3T3 細胞に導入し，ウェスタンブロットにより
mCherryと DNMT3A2の発現を解析ところ，p2lox導
入細胞ではシグナルがまったく認められず，p1lox導入
細胞では mCherry と DNMT3A2それぞれの発現が認
められた。これらのことから，2A peptideが培養細胞
において機能すること，loxP配列によるコンディショ
ナル発現ベクターが機能していることが確認できた。
2-2. 2A peptideを用いたコンディショナル Tgマウス
の作出
次に，p2lox配列を受精卵に導入し，2loxアレルをヘ
テロで持つマウス（2lox マウス）を作出した。雌性生
殖系列において Creを発現するマウス（TNAP-Creあ
るいは Vasa-Cre）と 2loxマウスを交配させ，2loxアレ
ルと Creアレルの両方を持つ雌マウス（ダブル Tgマウ
ス）を作出した。ダブル Tg マウスは全身で EGFP を
発現するが，Cre の存在する雌性生殖細胞において
EGFPが脱落し，mCherryおよび DNMT3A2を発現す
る（1lox）。ダブル Tg マウスにおける蛍光タンパク質
の発現を蛍光顕微鏡により確認したところ，TNAP-
Creおよび Vasa-Creのいずれのアレルを持ったダブル
Tgマウス（TNAP-dTgおよび Vasa-dTg）においても，
mCherry 陽性の ng 卵母細胞（TNAP-dTg ; 72.5±19.7
%, Vasa-dTg ; 88.3±3.8%）および fg卵母細胞（TNAP-
dTg ; 60.4±23.4%, Vasa-dTg ; 99.1±1.4%）が観察され
た。これらの卵母細胞における 2A配列の機能を確認す
るために，ウェスタンブロットにより mCherryおよび
DNMT3A2の発現解析をダブル Tgマウス由来新生仔卵
巣および 20日齢の 1lox卵母細胞において行った。その
結果，卵巣および卵母細胞のいずれにおいても，mCherry
および DNMT3A2の過剰発現が認められた。この時
mCherry-DNMT3A2の融合タンパクを示唆するシグナ
ルはなかったことから，2A peptideが雌性生殖系列に
おいて機能することが明らかになった。最後に，標的遺
伝子として選んだ DNMT3A2の ng 卵母細胞における
メチル化状態への影響を解析するために，ダブル Tgマ
ウス由来 1lox ng卵母細胞においてインプリント領域の
DNAメチル化状態を解析した。その結果，卵子形成過
程でメチル化される領域である Lit1および精子形成過
程でメチル化される領域である H19のいずれにおいて
も，コントロールとして用いた 2loxマウス由来 ng卵母
細胞と比較して，メチル化は変動しなかった。このこと
から，DNMT3A2単独での存在はメチル化インプリン
トに十分ではなく，DNMT3Lが同時に必要であること
が示唆された。
3． Dnmt3a2/Dnmt3L コンディショナル Tg マウス
における DNAメチル化解析
2．における結果から，2A peptideを用いた複数の遺
伝子発現を雌性生殖系列で可能にするシステムを確立す
ることができたと判断し，ng卵母細胞において DNMTs
の発現が DNAメチル化インプリントの確立に十分であ
るか否かを明らかにするため，Dnmt3a2および Dnmt3L
を mCherry と共に 2A peptide で連結したコンディ
ショナルベクターを構築し，同様にコンディショナル
Tgマウスを作出した。
3-1. Dnmt3a2/Dnmt3L コンディショナル Tg マウス
の作出
2-2.と同様の手法を用いて，2lox マウスおよびダブ
ル Tgマウスを作出した。ダブル TgマウスよりmCherry
陽性の 1lox ng 卵母細胞を採取し，Dnmt3a2 および
Dnmt3Lの発現を定量 PCRおよびウェスタンブロット
により解析した。その結果，コントロールとして用いた
2lox マウス由来 ng（2lox ng）卵母細胞と比較して，
mRNAレベルで約 5倍，タンパク質レベルで約 3倍程
度の Dnmt3a2および Dnmt3Lの発現上昇が認められ，
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fg卵母細胞と同等以上の発現レベルであることが確認
された。
3-2. 1lox ng卵母細胞におけるインプリント遺伝子の
DNAメチル化解析
次いで，ng卵母細胞に DNMTsを過剰発現させたこ
とによるメチル化インプリント確立への影響を調べるた
め，1lox ng卵母細胞におけるインプリント領域の DNA
メチル化状態を解析した。その結果，解析した母方イン
プリント領域の Lit1，Snrpn，Zac1，ImpactおよびMest
領域においては，コントロールである 2lox ng卵母細胞
と同様に低メチル化状態であった。唯一 Igf2r領域のみ
有意にメチル化を受けたが，これも 20%程度と部分的
なものであった。また，父方インプリント領域 H19お
よびリピート配列である IAPについても解析を行った
が，すべての領域で 2lox ng卵母細胞と同様のメチル化
状態であった。このことから，DNMTsの存在は，卵子
特異的インプリント確立の十分条件とはならないこと，
また ng卵母細胞の段階ではゲノム全体が DNMTsを受
け入れる状態を確立していないことが明らかになった。
3-3. 1lox成長期卵母細胞におけるインプリント遺伝子
DNAメチル化解析
本研究で作出した 1lox卵母細胞は，成長期卵母細胞
においても過剰発現を維持していると考えられる。そこ
で，3-2.の結果を受けて，成長期卵母細胞においてメチ
ル化インプリントが早期化するかどうか解析するため
に，ダブル Tgマウス由来の 1lox成長期卵母細胞を用
いてメチル化解析を行った。まず 1lox成長期卵母細胞
における DNMTsの発現解析を行った結果，ng卵母細
胞と同様に過剰発現が認められた。次いで，1lox成長
期卵母細胞を 40-49mm および 50-59mm に区分し，イ
ンプリント領域のメチル化解析を行った。その結果，
ng 卵母細胞において部分的なメチル化を受けた Igf2r
（1lox vs. 2lox ; 79.0% vs. 13%）だ け で な く，Lit1
（1lox vs. 2lox ; 55.8% vs. 20.2%）や Zac1（1lox vs.
2lox ; 92.1% vs. 29.0%）といった領域が 1lox 40-49mm
の卵母細胞において 2loxと比較して有意に高メチル化
された。さらに，より低コピーの導入遺伝子を持つ Tg
マウスのラインを用いた解析により，40-49mmの 1lox
卵母細胞におけるメチル化の早期化が DNMTsの量依
存的に起こっていることが示唆された。
一方で，50-59mmになると，1lox卵母細胞において，
それらの領域に加えて Impact領域もほぼ完全に高メチ
ル化された（1lox vs. 2lox ; 85.1% vs. 24.0%）。しかし
ながら，Snrpn領域は一貫して 2loxとメチル化状態に
差はなく，Mest領域はこの段階でも低メチル化状態を
維持していた（1lox vs. 2lox ; 30.4% vs. 13.3%）。
以上の結果から，卵母細胞ゲノムの DNMTsに対す
る許容性は成長期に獲得されること，許容性獲得のタイ
ミングはインプリント領域に特異的なタイミングが存在
することが明らかになった。また DNMTsの発現量そ
のものがメチル化インプリント確立のひとつの要因であ
ることが明らかになった。
3-4. 卵母細胞ゲノムの DNMTsに対する許容性獲得と
転写との関連性
DMRをまたぐ転写産物の存在は，成長期に多くのイ
ンプリント領域に認められることがわかっている。ま
た，一部のインプリント領域において，DMRをまたぐ
転写産物を短くすることによって卵子特異的メチル化イ
ンプリントが確立されないことが報告されている。そこ
で，DNMTs に対する許容性獲得のタイミングの違い
は，転写産物の存在する時期に依存するのかを検証する
ため，転写産物の存在の有無を RT-PCRによって検出
した。まず卵子形成過程における転写産物の存在を確認
するため，野生型卵母細胞を用いて解析を行ったとこ
ろ，Snrpn，Lit1および Impact領域において転写産物
が確認され，その他の領域は 40-49mm以降に認められ
た。続いて，1lox ngおよび成長期卵母細胞における転
写産物の存在を確認したところ，すべての場合で野生型
と同様の存在パターンを示していた。これらのことか
ら，3-2.でメチル化を受けた Igf2r領域は転写産物が存
在しなくとも DNMTsに対する許容性を獲得している
一方，3-3.でメチル化に変動がなかった Snrpnおよび
Mest領域は転写が起こっていても DNMTsを許容しな
いことが明らかになり，領域をまたぐ転写とメチル化の
許容性との関連性は低いことが示唆された。
3-5. 早期に確立したメチル化インプリントの機能
3-2.において，複数の領域で認められた早期化した
メチル化インプリントは，受精後の胚発生においてイン
プリント遺伝子の片親性発現を制御することができるの
かの評価を試みた。成長期卵母細胞は細胞質が未熟であ
り，減数分裂や受精ができない。そこで核移植によって
1lox 成長期卵母細胞（50-59mm）のゲノム状態を保持
した成熟卵子を作出し，体外受精した後，得られた胎齢
9.5日胚（1lox-NT）を供試した。比較対象として，fg
卵母細胞をドナーとした fg-NT胚を用いた。これらの
核移植胚における 3-3.で早期にメチル化された領域
（Igf2r, Lit1, Zac1および Impact）の DNAメチル化解
析を行った。fg-NT胚の母方アレルでは，これまでの報
告通りすべての領域で高メチル化状態であったが，一方
で 1lox-NT 胚では，唯一 Igf2r 領域で fg-NT と同様に
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高メチル化状態を示したものの，Lit1, Zac1 および
Impact領域の母方アレルはメチル化を消失し，両アレ
ルとも低メチル化状態を示した。同様に，核移植胚にお
けるインプリント遺伝子の発現状態を定量 PCRによっ
て解析したところ，Igf2r遺伝子の発現が fg-NT胚に近
づいたものの，Lit1 DMR に支配される p57kip2 遺伝
子，Zac1および Impact遺伝子のすべてで fg-NTに比
べて発現が抑制されていたことから，メチル化解析の結
果と一致して遺伝子の発現制御が崩壊していることが確
かめられた。これらのことから，早期化したメチル化
は，ほとんどの領域においてはインプリント遺伝子の発
現を制御する機能を持たないことが明らかになった。
考 察
本研究では，卵子特異的インプリントの責任分子は
DNMT3A2/DNMT3Lであることを確かめた上で，それ
らをコンディショナル Tgマウスにより未熟な卵母細胞
において早期に発現させることを可能にした。また，
ng卵母細胞では DNMTsに対する許容性を獲得してお
らず，非メチル化状態を固持していることが明らかに
なった。一方で，成長期卵母細胞において DNMTs に
対する許容性は領域特異的なタイミングで獲得されてい
くことを示した。これらのことから，メチル化インプリ
ント確立には，メチル化を受けるべき領域が DNMTs
に対する許容性を獲得することが必須であり，メチル化
インプリント確立のタイミングは，こうした DNMTs
への許容性を獲得するタイミングに裏打ちされているこ
とが示唆された。
一方，核移植胚を用いた解析により，早期化したメチ
ル化は胚発生過程においてほとんどの場合機能的ではな
かった。このことから，DNAメチル化が付加されただ
けでは受精後維持されず，インプリント遺伝子の片親性
発現を制御することはできないこと，受精後も維持され
るような機能的インプリントは卵母細胞の更に後期の成
長段階において DNMTs以外の因子によってもたらさ
れることが示唆された。その因子が何であるかは今後さ
らなる解析が必要であるが，欠如するとインプリントを
発生過程で失う H3K9ジメチルおよび PGC7/Stella，
あるいは転写因子 Zfp57のような，メチル化を受けた
領域を保護する楔のような存在が必要であると考えられ
た。
本研究より，1）DNMTsの存在はゲノムインプリン
トの確立には十分でないこと，2）卵母細胞が成長期に
移行すると，DNMTsの発現量依存的に一部のインプリ
ント領域のメチル化が確立すること，3）しかし機能的
なインプリントを構成するには DNAメチル化だけでは
不十分であり，メチル化以外の分子機構を必要とするこ
とが明らかになった。
審査報告概要
本研究の論文では，ほ乳類の胚発生や生命維持に不可
欠なゲノムインプリントの分子機構である DNAメチル
化に着目し，DNAメチル基転移酵素が卵子のゲノムイ
ンプリントに果たす役割を追究したものである。DNA
メチル基転移酵素（DNMTs）を生殖細胞で過剰発現す
るトランスジェニックマウスが作製・解析され，その結
果，非成長期卵母細胞における DNMTsの存在はメチ
ル化インプリント確立に十分でないこと，一方，成長期
卵母細胞では DNMTsの量依存的にメチル化インプリ
ントを確立することが示された。また，成熟卵のメチル
化インプリントは受精後も維持されるのに対し，成長期
卵母細胞のインプリントは，体細胞分裂期で脱メチル化
され胚性致死となることを示した。以上の結果から，卵
母細胞がゲノムインプリントを確立するためには，
DNMTs によるメチル化が必要であるものの十分でな
く，他の分子機構を必要とすることが明らかにされた。
これらの研究成果は，エピジェネティクス分野に新たな
展開をもたらすものである。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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